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ヒト生殖補助医療 (Assisted Reproductive Technology: ART)は、世界的に一般的かつ周知
の医療となりつつある。日本産科婦人科学会により公表された全国データによると、2017年に
おける総治療周期数は 44,790周期、新鮮胚移植数は 64,497周期、凍結融解胚移植数は





年には約 5％に低下するに至り (Hayashi et al., 2015)、単一胚移植 (Single Embryo Transfer ; 
SET) が我が国の ARTのスタンダードとなった。 
胚移植では、様々な要因が臨床成績に影響する。そのうちの一つとして、移植胚の発育ステ
ージが挙げられる。胚盤胞期へ発育した胚は分割期胚に比べて高い妊娠率を有することが報





















違いから格付けを行う (Schoolcraft et al., 1999, Gardner et al., 2000)。この方法は、簡便かつ有
用であるため最も普及している方法だが、目視観察のみで判定するため主観的であり、施設間
および観察者間でのバラつきが大きいことがデメリットである（Storr et al., 2017）。 
形態動的評価法は、タイムラプスインキュベーター (TLI: Time-lapse incubator)により得られた
画像データを用いて、胚の発育動態や挙動を用いて評価する方法である。多数の論文が胚の




が向上するといった報告がある (Pribenszky et al., 2017)。また、TLIによって明らかとなった異








用することが可能となった (Treff et al., 2013)。異数性胚の割合は母体年齢の加齢とともに上昇
し (Franasiak et al., 2014)、初期流産検体の約 50%が胚の染色体異常に起因する (Goddijn et 
al., 2000)。この手法は、Pre-implantation genetic test (PGT)と呼ばれ、欧米では数年前から臨床










(Reactive oxygen species; ROS)の生成などを行う細胞の機能維持に不可欠な二重膜結合細胞
小器官である。ミトコンドリアは核細胞と独立した環状型の二本鎖 DNA (mitochondrial DNA : 
mtDNA)を持ち、22個の tRNA、2個の rRNAおよび 13個のタンパク質ポリペプチドに翻訳さ
れる 37個の遺伝子をコードしている (Kim et al., 2019)。体細胞における mitochondrial DNA 
(mtDNA)量は ATP合成と相関するが、卵子や胚の場合その意味合いは異なる (Leese et al., 
2012)。卵子における mtDNAの変異やコピー数の減少は低エネルギー生産による受精障害や
低発育の原因となる (Reynier et al., 2001、Zeng et al., 2007)。ミトコンドリアのコピー数は卵子
の成熟過程で増加し、受精時にピークを迎える。受精後は積極的な増殖が抑えられ胚中のコピ
ー数は減少し、胚盤胞の trophectderm (TE)において再び増加する。胚盤胞におけるミトコンドリ
アは inner cell mass (ICM)に比べて、TEにおいて多く、活性型ミトコンドリアの割合も TEにお
いて多い (Hashimoto et al., 2017) 。卵子とは対照的に、胚盤胞における mtDNAのコピー数が
多い胚ほど、高齢患者由来胚、異数性胚、着床不成功胚であることが報告されており、胚の質
を評価するネガティブマーカーとなる可能性が示唆されている (Fragouli et al., 2015、Diez-
Juan et al.,2015)。しかしながら、反対に胚盤胞における mtDNAのコピー数は、患者年齢、染
色体正常性、臨床成績に影響しないという報告もある (Victor et al., 2017)。 
近年、mtDNAが cell-free DNA (cf-mtDNA)として卵胞液や培養液中に放出されていること
が報告されており、我々はブタ卵胞液および体外培養後培地中における cf-mtDNAの定量に
成功した (Kobayashi et al., 2020)。さらに、ヒト卵胞液中の cf-mtDNA量が母体年齢やその後
の発育予測に利用できることが報告されている (Liu et al., 2019)。また、ウシ胚では凍結融解操
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作を行った胚の cf-mtDNA量が増加することが報告されている (Hara et al., 2018)。さらに、加
齢ドナーウシから採取した顆粒層細胞は若齢に比べて cf-mtDNAの放出量が多いことが報告
されており (Nagata et al., 2020)、これらのことは胚の年齢や状態が cf-mtDNAの放出に影響す
る事を意味している。また、ヒト胚では培養 3日目の培地中の cf-mtDNA量が多いほど、胚盤

































cleavage (DC)や、一度分割した割球が一つに戻る reverse cleavage (RC)などの異常分割様
式が発見され、これらは臨床成績に負の影響を与えることが報告されている (Yang et 
al., 2015)。また、割球内に複数の核が出現する多核や (Desai et al., 2014)、拡張期胚盤胞
の胞胚腔が収縮する blastocyst collapse (BC)などの存在が明らかとなり、これらも臨床成










大きく影響することが報告されており (Ahlstrom et al., 2013, Thompson et al., 2013)、形態
動的パラメーターの解析は対象となる胚の形態評価や拡張度などのバイアスを調整して


















用に関するインフォームドコンセントを得た。2017年 1月から 2018年 2月までに神奈川レディ
ースクリニックにおいて体外受精治療を施行し、単一凍結融解胚盤胞移植 (Single frozen-
thawed blastocyst transfer; FTET)を施行した 339症例 452周期を対象とした。すべての患者は
Gonadotropin releasing hormone (GnRH) アゴニスト法または GnRHアンタゴニスト法による卵巣
刺激を行った。Follicle Stimulating Hormone (FSH)投与により卵胞の発育を促進し、定期的な
血中 Estradiol (E2)濃度および卵胞計の測定により投与量を調整した。平均卵胞計が 18 mm
以上に到達した際に human chorionic Gonadotropin (hCG)を投与し、投与から 35～36時間後
に経腟により卵胞液を吸引し、卵丘卵子複合体 (cumulus oocyte complexes; COCs) を回収し





量の Gamete buffer containing HEPES (GB; Cook Medical)を混合し、遠心分離によって洗浄濃




3)  体外受精 




COCsは 40 IU/mLのヒトリコンビナントヒアルロニターゼ (ORIGIO, CooperSurgical, Målov, 
Denmark) に浸漬し、パスツールを用いたピペッティングにより裸化した。顕微授精（Intra-
cytoplasmic sperm injection; ICSI）は、PMM-150HJ PIEZOマイクロマニュピレーター(PRIME 




EmbryoSilide (Vitrolife)のウェルに global total medium (LifeGlobal, Målov, Denmark)を 180 
µLずつ注入し、1.5 mLの OVOIL™ (Vitrolife)によってカバーした後、インキュベーター内で 6
時間以上平衡化した。媒精後、胚を個別のウェルに移動し、37℃、6% CO2、5% O2、89% N2下
の EmbryoScope + (Vitrolife)内で最大 6日間体外培養を行った。 
 
6) 胚盤胞の形態評価 
胚盤胞の形態評価は、以下に概説する Gardnerらの分類方法に基づいて実施した(Gardner et 
al., 2000)。胚盤胞のステージは、拡張および孵化の状態により 1から 6の値を割りふり、内細
10 
 













培養 5日または 6日目に、拡張期胚盤胞へ到達した胚を Vitrification kit (KITAZATO, 
Shizuoka, Japan)および Cryotop (KITAZATO)を用いてガラス化凍結を行った。 
胚盤胞を平衡液 (ES: equilibrium solution)に室温で 15分間浸漬し、その後、凍結液 (VS: 








～5時間回復培養を行った。融解は Thawing media Kit (KITAZATO)によって行い、融解操作
の過程でレーザーによる Assisted hatchingを施行した。経腹超音波ガイドにより子宮をモニタリ
ングし、IVF catheters (Fuji System, Tokyo, Japan)に充填した胚盤胞を患者へ移植した。 
 
10) 形態動的パラメーター 
媒精時間を 0時間とし、雌雄前核消失 (Pronuclear fading; tPNf)、2cellから 5cellまでの各分
割時間 (t2,t3,t4,t5)、胞胚腔形成開始 (start of blastulation; tSB)、胚盤胞期胚 (full blastocyst ; 
tB)および拡張期胚盤胞 (expanded blastocyst; tEB)についてアノテーションを実施した。さらに、
これらのデータを基に、2cellから 3cellに要した時間 (cell cycle from 2 to 3cells; CC2)、3cellか
ら 5cellに要した時間 (cell cycle from 3 to 5cells; CC3)、tSBから tBに要した時間(tB-tSB)、胚
盤胞の拡張に要した時間として tSBから tEB (tEB-tSB)および tBから tEB (tEB-tB)を算出し
た。 
11) Blastocysts collapseの定義 
胚盤胞の崩壊現象 (Blastocyst collapse; BC)は、Bodriらおよび Sciorioらの方法を一部改変
して定義した (Bodri et al., 2016, Sciorio et al., 2019)。収縮現象が起きる直前の画像から
Embryo Viewerの測定ツールを用いて胞胚腔の最大径を測定し、その後、最も収縮したタイミ
ングで再び胚盤胞の内径を測定した。収縮時の胚盤胞内径が直前の 50%以下であれば BCと


























































ち、tEB-tSBおよび tEB-tBが生産に有意に関与していることが示された (Table 5)。 
 
6) 拡張時間 (tEB-tSB, tEB-tB)と凍結日および Blastocyst collapse (BC)との関連性の解析 
拡張時間である tEB-tSBおよび tEB-tBは、凍結日や BC現象と関連することが予測さ
れた。そこで、凍結日別に tEB-tSB、tEB-tBの所要時間の差を比較した。また、培養期
間中の BCの有無と tEB-tSB、tEB-tBの所要時間の差を比較し、BCの回数と拡張時間 
(tEB-tSB, tEB-tB)の相関関係について解析した。 
tEB-tSBおよび tEB-tBの所要時間は、Day 6 (D6)胚が Day 5 (D5)胚と比較して有意に長
かった (tEB-tSB: D5; 16.6±4.3 vs. D6; 22.0±7.2, P < 0.01, Fig 2-A)(tEB-tB: D5; 10.5±3.8 
vs. D6; 14.7±7.2, P < 0.01, Fig2-B)。また、tEB-tSBおよび tEB-tBの所要時間は、BCが起
15 
 
きた (BC)胚が、BCが起きなかった (Non-BC)胚と比較して有意に長かった (tEB-tSB: 
BC; 22.6±6.9 vs. Non-BC; 16.9±4.9, P < 0.01, Fig 3-A)(tEB-tB: BC; 14.8±6.8 vs. Non-BC; 
10.9±4.7P < 0.01, Fig 3-B)。さらに、BC回数は tEB-tSBおよび tEB-tBの所要時間と正の












































(Campbell et al., 2013、2014) 。同様に、Minasi et al., は t4、tSB、tB、tEB、tHBの遅延が
aneuploid率に影響を与えることを報告している (Minasi et al., 2016) 。さらに、Mumusglu 
et al., は t9、tM、tSB、tB、tEBの遅延が aneuploid率に影響を与えることを報告してい











や生児獲得率は有意に低下することが多数の論文により報告されている (Marcos et al., 






























Fig 1. Representative images of human blastocyst collapse (BC) and contraction recorded by 
time-lapse monitoring. 
A and B: embryos with BC. A: Embryo before BC. B: Embryo at BC (volume reduction ≥ 50%). 
C and D: Embryos with contraction but not BC; C: Embryo before contraction. D: Embryo at 
contraction (volume reduction < 50%). Red line, BC and contraction. Bar = 100 μm. 








Table 1. Univariate logistic regression analyses for pregnancy and live birth. 
Abbreviations: CI, confidence interval; ET, embryo transfer; ICM, inner cell mass; ICSI, 













 Age 0.91 (0.86-0.96) < 0.01 0.88 (0.84-0.93) < 0.01
 Type of insemination (IVF or ICSI) 1.58 (1.01-2.32) < 0.05 1.37 (0.90-2.09) 0.37
 Day of culture (D5 or D6) 0.65 (0.44-0.96) < 0.05 0.54 (0.35-0.83) < 0.01
 Cumulative OPU cycles 0.90 (0.81-1.0) 0.05 0.80 (0.70-0.93) < 0.01
 Cumulative ET cycles 0.93 (0.85-1.0) 0.06 0.89 (0.81-0.98) < 0.05
 ICM grade (A or B) 0.79 (0.52-1.20) 0.28 0.60(0.38-0.97) 0.36
 TE grade (A or B) 0.40 (0.27-0.60) < 0.01 0.29 (0.18-0.46) < 0.01
Odds ratio (95%CI) P value Odds ratio (95%CI) P value





Table 2. Comparison of time-lapse morphokinetic parameters of pregnancy and non-
pregnancy blastocysts. 
Data are shown as means, SD and P value. Abbreviations: h, hours; SD, standard deviation; tB, 
full blastocyst; tEB, expanded blastocyst; tPNf, pronuclear fading; tSB start of blastulation; t2, t3, 
t4, t5 onset of 2 –5 cell divisions; CC2, second cell cycle from 2 to 3 cells; CC3, third cell cycle 
from 3 to 5 cells; tB–tSB, duration of tSB to tB; tEB-tB, duration of tB to tEB; tEB–tSB, duration 
of tSB to tEB. 
Pregnancy Non-Pregnancy
 tPNf 23.6 ± 2.9 23.6 ± 3.0 0.64
 t2 26.2 ± 2.9 26.1 ± 3.0 0.56
 t3 37.2 ± 4.2 37.2 ± 4.1 0.77
 t4 38.3 ± 4.0 38.4 ± 4.2 0.75
 t5 50.6 ± 6.8 50.8 ± 6.4 0.99
 tSB 102.7 ± 8.2 103.2 ± 9.0 0.65
 tB 109.0 ± 8.8 110.0 ± 9.6 0.33
 tEB 120.1 ± 9.0 123.0 ± 10.8 < 0.01
 t3-t2 (CC2) 11.0 ± 2.4 11.1 ± 2.3 0.56
 t5-t3 (CC3) 13.4 ± 4.0 13.6 ± 3.9 0.78
 tB-tSB 6.3 ± 3.4 6.8 ± 3.6 0.12
 tEB-tSB 17.4 ± 5.4 19.8 ± 6.6 < 0.01
 tEB-tB 11.0 ± 4.9 13.0 ± 6.2 < 0.01
 Table 2. Comparison of time-lapse morphokinetic parameters of pregnancy and non-pregnancy blastocysts.







Table 3. Comparison of time-lapse morphokinetic parameters of between live birth and non-
pregnancy+pregnancy loss blastocysts. 
Data are shown as means, SD and P value. Abbreviations: h, hours; SD, standard deviation; tB, 
full blastocyst; tEB, expanded blastocyst; tPNf, pronuclear fading; tSB start of blastulation; t2, t3, 
t4, t5 onset of 2 –5 cell divisions; CC2, second cell cycle from 2 to 3 cells; CC3, third cell cycle 
from 3 to 5 cells; tB–tSB, duration of tSB to tB; tEB-tB, duration of tB to tEB; tEB–tSB, duration 




 tPNf 23.5 ± 2.8 23.6 ± 3.0 0.88
 t2 26.1 ± 2.8 26.1 ± 3.1 0.80
 t3 37.0 ± 4.0 37.3 ± 4.2 0.67
 t4 38.1 ± 3.7 38.4 ± 4.3 0.73
 t5 50.3 ± 6.8 50.9 ± 6.5 0.70
 tSB 102.2 ± 7.9 103.3 ± 9.0 0.32
 tB 109.9 ± 9.6 108.7 ± 8.6 0.25
 tEB 119.4 ± 9.0 122.8 ± 10.6 < 0.01
 t3-t2 (CC2) 10.9 ± 2.4 11.2 ± 2.3 < 0.05
 t5-t3 (CC3) 13.3 ± 4.0 13.6 ± 3.9 0.56
 tB-tSB 6.5 ± 3.6 6.7 ± 3.6 0.66
 tEB-tSB 17.2 ± 5.0 19.5 ± 6.6 < 0.01
 tEB-tB 10.7 ± 4.4 12.9 ± 6.2 < 0.01
Morphokinetic
parameters
mean ± SD mean ± SD P value






Table 4. Multivariable logistic regression analysis for pregnancy in FTET. 
Abbreviations: CI, confidence interval; ICSI, intracytoplasmic sperm injection; IVF, in-vitro 
fertilization; TE, trophectoderm. tB, full blastocyst; tEB, expanded blastocyst; tPNf, pronuclear 
fading; tSB start of blastulation; t2, t3, t4, t5 onset of 2 –5 cell divisions; CC2, second cell cycle 
explanatory
variable
Odds ratio (95%CI) P value
Age 1.08 (10.2-1.14) < 0.01
TE grades (A or B) 2.13 (1.36-3.32) < 0.01




tPNf 0.87 (0.56-1.36) 0.55
t2 1.12 (0.70-1.75) 0.65
t3 1.06 (0.93-1.20) 0.39
t4 0.96 (0.84-1.10) 0.57
t5 1.00 (0.95-1.07) 0.79
tSB 0.96 (0.90-1.03) 0.23
tB 1.01 (0.99-1.04) 0.33
tEB 0.97 (0.94-1.01) 0.17
 t3-t2 (CC2) 1.05 (0.95-1.15) 0.36
 t5-t3 (CC3) 1.00 (0.94-1.06) 0.93
 tB-tSB 1.04 (0.98-1.11) 0.17
 tEB-tSB 1.07 (1.03-1.12) < 0.01
 tEB-tB 1.07 (1.02-1.12) < 0.01
Table 4. Multivariable logistic regression analysis for pregnancy in FTET.
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from 2 to 3 cells; CC3, third cell cycle from 3 to 5 cells; tB–tSB, duration of tSB to tB; tEB-tB, 


























Table 5. Multivariable logistic regression analysis for live birth in FTET. 
Abbreviations: CI, confidence interval; ET, embryo transfer; OPU, ovum pick-up; TE, 
trophectoderm. tB, full blastocyst; tEB, expanded blastocyst; tPNf, pronuclear fading; tSB start of 
blastulation; t2, t3, t4, t5 onset of 2 –5 cell divisions; CC2, second cell cycle from 2 to 3 cells; 
explanatory
variable
Odds ratio (95%CI) P value
Age 1.09 (1.03-1.16) < 0.01
TE grades (A or B) 2.92 (1.76-4.85) < 0.01
Day of frozen (Day 5 or 6) 0.94 (0.56-1.59) 0.81
 Cumulative OPU cycles 1.14 (0.92-1.45) 0.44
 Cumulative ET cycles  0.95 (0.82-1.11) 0.67
tPNf 0.81 (0.56-1.36) 0.41
t2 1.10 (0.67-1.89) 0.71
t3 1.11 (0.96-1.27) 0.16
t4 1.00 (0.86-1.19) 0.93
t5 0.99 (0.93-1.06) 0.97
tSB 1.00 (0.93-1.08) 0.84
tB 1.01 (0.99-1.04) 0.32
tEB 0.98 (0.94-1.01) 0.18
 t3-t2 (CC2) 1.09 (0.99-1.06) 0.08
 t5-t3 (CC3) 0.99 (0.93-1.05) 0.86
 tB-tSB 0.99 (0.93-1.06) 0.82
 tEB-tSB 1.06 (1.01-1.10) < 0.05
 tEB-tB 1.08 (1.03-1.14) < 0.01
Table 5. Multivariable logistic regression analysis for live birth in FTET.
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CC3, third cell cycle from 3 to 5 cells; tB–tSB, duration of tSB to tB; tEB-tB, duration of tB to 











Fig 2. Comparison of tEB-tSB and tEB-tB duration between Day 5 and Day 6 blastocysts. 
Boxplots show Day 5 and Day 6 blastocysts. Y axis, durations of tEB–tSB (A) or tEB–tB (B) 
(hours). P < 0.01. Abbreviations: tEB–tB, duration between blastocyst stage (tB) and expanded 






Fig 3. Comparison of tEB-tSB and tEB-tB duration between blastocysts with and without BC. 
Boxplots show blastocysts with (BC) and without BC (Non-BC). Y axis, durations of tEB–tSB 
(A) or tEB–tB (B) (hours). P < 0.01. Abbreviations: BC, blastocyst collapse; tEB–tB, duration 
between blastocyst stage (tB) and expanded blastocyst (tEB); tEB–tSB, duration between start of 







Fig 4. Correlation between tEB–tSB and tEB–tB durations and number of BCs. 
A: Y axis, tEB-tSB durations (hours). X axis, Number of BCs. Spearman coefficient (r), 0.45. 
P < 0.01.  B: Y axis, tEB-tB durations (hours). X axis, Number of BCs. Spearman coefficient (r), 
0.33. P < 0.01. Abbreviations: BC, blastocyst collapse; tEB–tB, duration between blastocyst 
stage (tB) and expanded blastocyst (tEB); tEB–tSB, duration between start of blastulation (tSB) 











近年、培養後培地 (Spent culture medium; SCM)中に含まれている胚由来の cf-DNAは、非侵
襲的に胚を評価する遺伝的ソースとして利用できる可能性が報告されている (Xu et al., 2016)。
しかしながら、SCM中の cf-DNAと胚細胞内の DNAの染色体一致率が低いことや、卵丘細胞
などの母体細胞由来 DNAのコンタミネーションを否定しきれないことから、ＳCM中の cf-DNA





較して数十倍から数百倍多く検出される (Kansaku et al., 2019、Ichikawa et al., 2019、
Kobayashi et al., 2020)。また、ヒト胚を 3日間培養した SCM中における cf-mtDNA量が多いほ
ど、その後の胚盤胞発生率や着床率が高いことが報告されており、SCM中の cf-mtDNA量が






















































EmbryoSilide (Vitrolife)の各ウェルに global total medium (LifeGlobal)を 25 µLずつ注入し、
1.5 mLの OVOIL™ (Vitrolife)によってカバーし、インキュベーター内で 6時間以上平衡化し
た。媒精後、透明帯に付着した卵丘細胞および精子がないことを顕微鏡下で確認した後、卵子
を 1個ずつウェルに移動した。その後、スライドをタイムラプスインキュベーターである
EmbryoScope  (Vitrolife)へ移動し、37℃、6% CO2、5% O2、89% N2下で最大 7日間体外培養
を行った。 
 
7)  胚盤胞凍結 
第二章第二節参照。 
 
8)  凍結融解胚盤胞移植 
第二章第二節を参照。妊娠判定は、超音波による胎嚢の確認を持って臨床妊娠と定義した。 
 
9)  培養後培地のサンプリング 
凍結や培養終了により胚をウェルから取り除いた後、25 µLの培養後培地のうち 20 µLをピペ
ットマンにより回収した。回収した培養後培地中の残存細胞や精子のコンタミネーションを回避
するため、遠心分離処理 (2500 g×1 min)を行い、上清のみを－20℃で冷凍保存した。 
 
10)  対象胚盤胞および除外胚盤胞の定義 
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11)  胚盤胞の形態評価 
第二章第二節参照。 
 
12)  形態動的パラメーター 
形態動的パラメーターのアノテーションは、Mumusogluらの方法に基づいて実施した 
(Mumusoglu et al., 2017)。媒精時間を 0時間と設定し、雌雄前核消失 (Pronuclear fading; 
tPNf)、2cellから 9cellまでの各分割時間 (t2,t3,t4,t5,t6,t7,t8,t9+)、桑実胚形成 (morula 
formation; tM)、胞胚腔形成開始 (start of blastulation; tSB)、胚盤胞期胚 (full blastocyst ; tB)
および拡張期胚盤胞 (expanded blastocyst; tEB)についてアノテーションを実施した。さらに、こ
れらのデータを基に、2cellから 3cellに要した時間 (cell cycle from 2 to 3cells; CC2)、3cellから
5cellに要した時間 (cell cycle from 3 to 5cells; CC3)、tSBから tBに要した時間(tB-tSB)、胚盤
胞の拡張に要した時間として tSBから tEB (tEB-tSB)および tBから tEB (tEB-tB)を算出した。 
 





14)  DNA抽出およびリアルタイム PCR 
 回収した SCMサンプルに 20 µLの DNA抽出液 (20 mM Tris, 0.4 mg/mL proteinase K, 
0.9% Nonidet p-40および 0.9% Tween 20)を加え、サーマルサイクラーにて 55℃で 30分間、
95℃で 5分間インキュベートすることで SCM中の DNAを抽出した。Cf-mtDNAのコピー数
は、Real-time PCR (CFX connect, Bio-Rad)によって測定した。プライマーはヒトリファレンスシー
クエンスにおけるミトコンドリアゲノムのデータ (NC_012920.1, 16,569bp)を参照し Primer-
BLASTを用いて設計した。これらのプライマーはヒトミトコンドリアゲノムの 3486-3612の領域に
ある 126 bpを増幅するように設計した (Forward: 5’-ccctaaaaccgccacatct-3’, Reverse: 5’- 
ggcctaggttgaggttgacc-3’)。PCR反応液には、得られたサンプルを 9 µL、プライマー混合液を 1 
µL (0.5 µM)および KAPA SYBR FAST qPCR Kit Master Mix (2X) (KAPA BIOSYSTEMS)を
10 µL混合し合計 20 µLとした。PCR反応条件は、initial denaturation 95℃で 3分間行った
後、97℃で 6秒、60℃で 10秒を一つのサイクルとして 40サイクル行った。PCR効率は融解曲
線および電気泳動像により確認した。スタンダード曲線は、外部標準の 10倍希釈系列を用い








15)  統計解析 
データは JMP statistical software version 14.0.0 (SAS institute inc)を用いて統計解析を行っ
た。様々な項目と SCM中の cf-mtDNA量との関連性や相関関係は以下に示す統計手法を用
いて解析した。患者背景 [患者年齢、body mass index (BMI)、血中抗ミュラー管ホルモン(anti-
mullerian hormone ; AMH) レベル、累積採卵回数、累積移植回数]は線形重回帰モデル、胚
盤胞の形態評価 (A、B、Cの 3群間)は Kruskal-Wallis検定、形態動的パラメーターと所要時
間、BCの回数との相関関係はそれぞれ Spearmanの順位相関係数により解析した。さらに、媒
精方法の違い(IVF or ICSI)、BCの有無、培養日数(Day5 or Day6)、形態良好胚か否かにおけ







1) 患者背景と SCM中の cf-mtDNA量との関連性 
53個の胚盤胞を培養した SCM中の cf-mtDNA量を定量した。cf-mtDNA コピー数の全体
平均は 13.0 コピー/20 µLであった。平均年齢 (36.0 [31-44] 歳)、BMI (20.9 [18.9-25.6] 
kg/m2)、血中 AMHレベル (1.53 [0.03-5.82] ng/mL)、累積採卵回数 (0.9 [0-4]回)、累積移植回
数(0.8 [0-7]回)は、SCM中の cf-mtDNA量と有意な相関関係は認められなかった (Table 6)。 
 
2) 胚背景と SCM中の cf-mtDNA量との関連性 
SCM中の cf-mtDNA量は、媒精方法の違い (IVF: 12.0 ± 6.9 vs. ICSI: 13.4 ± 7.7, P = 0.79, 
Fig 5)および、培養日数の違い (Day 5: 11.2 ± 7.2 vs. Day 6: 13.9 ± 7.7, P = 0.18, Fig 6)におい
て有意な差は認められなかった。 
  
3) 形態的評価と SCM中の cf-mtDNA量との関連性 
SCM中の平均 cf-mtDNA量は、培養していた胚盤胞の ICM (A: 11.9 ± 8.0, B: 14.2 ± 6.8, 
C: 13.2 ±  5.0, P = 0.20, Fig 7-A)および TE (A: 12.1± 6.4, B: 12.1 ± 8.2, C: 15.9 ± 5.8, P = 0.20, 
Fig7-B)の形態評価間で有意な差は認められなかった。また、SCM中の平均 cf-mtDNA量は、
形態良好胚群 (AA, AB, BA, BB)と形態不良胚群 (BC, CC) (良好胚; 12.3 ± 7.4 vs. 不良胚; 




4) 形態動的パラメーターと SCM中の cf-mtDNA量との関連性 
 SCM中の cf-mtDNA量は、全ての形態動的パラメーターの到達時間と有意な相関は認めら
れなかった (Table 7)。一方で、ステージ間の所要時間のうち拡張に要した時間である tEB-tSB 
(r = 0.46、P <0.01)および、tEB-tB (r = 0.47、P <0.01)において cf-mtDNA量と有意な正の相関
が認められた (Table 8)。 
 
5) Blastocyst collapse (BC) および SCM中の cf-mtDNA量との関連性 
SCM中の平均 cf-mtDNA量は BCが起きた群 (BC)が、起きなかった群 (Non-BC)と比較し
て有意に多いことが示された (BC: 14.9 ± 7.7 vs. Non-BC: 7.7 ± 3.9, P <0.01, Fig 9-A)。また、
SCM中の平均 cf-mtDNA量と BC回数は有意な正の相関関係が認められた (r = 0.31, P < 





るため、BCの有無と拡張に要した時間との関係を解析した (Fig 10)。 
平均 tEB-tSBおよび tEB-tBともに、BC群において Non-BC群と比較して有意に長いことが
示された (tEB-tSB; BC: 22.9 ± 6.0 vs. Non-BC: 17.2 ± 4.5, P <0.01, Fig.10 A) (tEB-tB; BC: 




7) 形態良好胚のみにおける拡張時間および BCと SCM中の cf-mtDNA量との関連性 
本研究の結果では、胚盤胞の形態評価と SCM中の cf-mtDNA量との有意な関連性は認め
られなかったが、胚盤胞の形態評価は最も臨床成績に強く影響を与える因子である。そこで、
対象を形態良好胚盤胞 (AA,AB,BA,BB)のみに限定し、SCM中の cf-mtDNA量が tEB-tSB、
tEB-tBおよび BCの有無と関連性があるかを検討した。tEB-tSB は形態良好胚のみでは SCM
中の cf-mtDNA量と有意な正の相関は認められなかったが、同様の傾向が見られた (r = 
0.28, P = 0.07; Fig 11-A)。一方で、tEB-tB は形態良好胚のみであっても SCM中の cf-
mtDNA量と有意な正の相関が認められた (r = 0.35, P = 0.025; Fig 11-B)。さらに、形態良
好胚のみであっても SCM中の平均 cf-mtDNA量は、BCが起きた群 (BC)が、起きなかった
群 (Non-BC)と比較して有意に多いことが示された (14.9 ± 7.7 vs. 7.67 ± 3.9, P = 0.02; Fig 
12)。 
 
8) SCM中の cf-mtDNA量と胚盤胞移植における臨床成績との関連性 
28個の SCM中の cf-mtDNA量を定量した胚盤胞を凍結融解胚移植法により移植し、8個
の胚盤胞の臨床妊娠を確認した。妊娠陽性胚盤胞の SCM中に含まれる平均 cf-mtDNA量は
11.9 ± 7.3 (n = 8)であり、妊娠陰性胚盤胞における 15.5 ± 8.1 (n = 20)と比較して低い傾向が見
られたが、有意な差は認められなかった (P = 0.33)。また、総測定胚の平均値である 14.5を指
標に、cf-mtDNA Large群と Small群に分類して臨床妊娠率を比較した。その結果、妊娠率は
Large群が 23.1% (3/13)、Small群が 33.3% (5/15)であり、有意な差は認められないものの








濃度などの患者背景は、胚発育率および臨床成績に大きく関与している (Fedorcsa´k et al., 

















cf-mtDNAには影響しないことが報告されている (Kobayashi et al., 2020)。また、本研究におい
て SCM中の cf-mtDNA量は、胚盤胞の形態評価 (ICM、TE共に)の違いによって差がないこ
とを示しており、cf-mtDNA量は胚盤胞の細胞数と関連が低いことが示唆された。 
本研究では、SCM中に含まれる cf-mtDNA量と tEB-tSBおよび tEB-tBの所要時間が正の相
関関係にあることを明らかにした。すなわち、拡張に要した時間が長い胚盤胞ほど培養液中に
多数の cf-mtDNAを放出していることを意味する。Campbell et al., は tSBおよび tBが遅延した
胚盤胞は、異数性胚率が有意に高いことを示し、これらのカットオフ値をそれぞれ< 96.6 h、< 
118.1 hと定義した (Campbell et al., 2013、2014) 。また、Desai et al., は tEBおよび tEB-tSBが
正倍数性に関与していることを示し、それぞれ< 116 h、< 13hのカットオフ値を定義した (Desai 











(Niimura et al., 2003)。ヒト胚において、BCが起きた胚は起きなかった胚と比較して移植後の臨
床妊娠率および生児獲得率 が有意に低下することが報告されており、BCは胚盤胞のセレクシ
ョンに有用な指標である (Marcos et al., 2015、Bodri et al., 2016、Sciorio et al., 2019) 。本研究







Stigliani et al., は、分割期胚 (Day 3)まで培養した SCM中の cf-mtDNA量を定量し、その
後の胚発育および、臨床成績について検討した。その結果、SCM中の cf-mtDNA量が多いほ
ど、胚盤胞への発生率および分割期胚移植における着床率が高いことを報告し、発育および




ことが報告されており、低ミトコンドリア量の卵子は受精能および発育能が低い (Reynier et al., 
2001、Zeng et al., 2007) 。反対に、胚盤胞期胚の TE細胞におけるミトコンドリア量が多い胚盤




(Hashimoto et al., 2017) 。そのため、初期胚におけるミトコンドリア量は、成熟卵子のミトコンドリ
ア量を直接反映しており、胚盤胞期胚よりもミトコンドリア含有量が少ないと考えられる。さらに、
SCM中の cf-mtDNA量は Day 3と比較して Day 5および 6において有意に多いことが報告さ
れており、SCM中の cf-mtDNAの含有量は培養日数や胚のステージによって異なることが示さ



















Table 6. Patient background and association with cf-mtDNA abundance in SCM. 
Associations between abundance of cf-mtDNA in SCM and age, BMI, AMH level, cumulative 
OPU and ET cycles (including frozen-thawed ET) were analyzed by multiple linear regression 
models. Data are shown as means, medians, range, and SD. Abbreviations: AMH, anti-Müllerian 
hormone; BMI, body mass index; cf-mtDNA, cell-free mitochondrial DNA; ET, embryo transfer; 
OPU, ovum pick-up; range, minimum to maximum; SD, standard deviation. 












Age (years) 36.0 35 31 - 44 3.5 0.50
BMI (kg/m
2
) 20.9 20.2 18.9 - 25.6 1.8 0.31
AMH (ng/mL) 1.5 1.5 0.03 - 5.8 1.1 0.52
Cumulative OPU cycles (times) 0.9 0 0 - 4 1.3 0.13
Cumulative ET cycles (times) 0.8 0 0 - 7 1.8 0.94
Table 6. Patient background and association with cf-mtDNA abundance in SCM.
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Fig 5. Comparison of cf-mtDNA abundance in SCM between insemination methods. 
Cell-free mitochondrial DNA (cf-mtDNA) copy numbers in spent culture medium (SCM) of 
expanded blastocysts were compared between standard in vitro fertilization (IVF: n = 15) and 
intra-cytoplasmic sperm injection (ICSI: n = 32). Y axis, copy number of cf-mtDNA in 20 μL of 









Fig 6. Comparison of cf-mtDNA abundance in SCM between Day 5 and Day 6 blastocysts. 
Cell-free mitochondrial DNA (cf-mtDNA) copy numbers in spent culture medium (SCM) were 
compared between SCM at culture day 5 (n = 18) and culture day 6 (n = 35). Y axis, copy 
number of cf-mtDNA in 20 μL of SCM. P = 0.18. Abbreviations: cf-mtDNA, cell-free 









Fig 7. Comparison of cf-mtDNA abundance in SCM among morphological blastocyst grades. 
Blastocysts were categorized as grades A, B, or C according to volume and tightly packed cells in 
ICM and into grades A, B, or C according to numbers and cohesiveness of epithelial cells in TE. 
SCM of expanded blastocysts was collected, and the cf-mtDNA copy numbers in SCM were 
compared among ICM grades (A, n = 27; B, n = 23; C, n = 3; P = 0.21) or TE grades (A, n = 13; 
B, n = 28; C, n = 12; P = 0.36). Y axis, copy numbers of cf-mtDNA in 20 μL of SCM. 
Abbreviations: cf-mtDNA, cell-free mitochondrial DNA; ICM, inner cell mass; SCM, spent 






Fig 8. Comparison of cf-mtDNA abundance in SCM between Good and poor blastocysts. 
Cell free-mtDNA copy numbers in SCM were compared between morphologically good (AA, 
AB, BA and BB, n = 40) and poor (BC and CC, n = 13) blastocysts. Y axis, copy number of cf-
mtDNA in 20 μL of SCM. P = 0.20. Abbreviations: cf-mtDNA, cell-free mitochondrial DNA; 










Table 7. Correlation between morphokinetic parameters and cf-mtDNA abundance in SCM. 
Data are shown as means, range, correlation coefficient and P value. Abbreviations: h, hours; r, 
Spearman rank-order correlation coefficient; tB, full blastocyst; tEB, expanded blastocyst; tM, 
morula formation; tPNf, pronuclear fading; tSB start of blastulation; t2, t3, t4, t5, t6, t7, t8, t9+, 












tPNf 24.7 (19.5 - 33.4) -0.11 0.45
t2 27.2 (21.6 - 35.9) -0.07 0.63
t3 39.8 (26.8 - 53.4) -0.08 0.60
t4 41.5 (33.3 - 55.2) -0.16 0.28
t5 53.8 (34.1 - 74.1) -0.10 0.50
t6 56.6 (38.6 - 76.1) -0.12 0.42
t7 60.0 (38.6 - 85.4) -0.06 0.67
t8 64.6 (47.8 - 86.4) -0.08 0.58
t9+ 76.0 (49.8 - 95.6) -0.24 0.11
tM 98.0 (73.4 - 128.9) -0.08 0.58
tSB 106.9 (88.6 - 137.1) -0.26 0.08
tB 113.6 (94.1 - 139.7) -0.28 0.05
tEB 128.3 (107.8 - 160.2) -0.05 0.75





Table 8. Correlation between morphokinetic durations and cf-mtDNA abundance in SCM. 
Data are shown as means, range, correlation coefficient and P value. Abbreviations: CC2, second 
cell cycle from 2 to 3 cells; CC3, third cell cycle from 3 to 5 cells; h, hours; r, Spearman rank-
order correlation coefficient; tB–tSB, duration of tSB to tB; tEB-tB, duration of tB to tEB; tEB–















t3-t2 (CC2) 12.6 (3.3 - 17.5) -0.14 0.34
t5-t3 (CC3) 14.0 (0.0 - 25.6) -0.12 0.45
tB-tSB 6.7 (2.0 - 17.5) -0.06 0.68
tEB-tSB 21.4 (8.3 - 38.0) 0.46 < 0.01
tEB-tB 14.7 (5.0 - 27.7) 0.47 < 0.01
Table 8. Correlation between morphokinetic durations and cf-mtDNA abundance in SCM. 
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Fig 9. Comparison of cf-mtDNA abundance in SCM between blastocysts with and without BC 
and relationship between abundance of cf-mtDNA in SCM and number of BC. 
A: Cf-mtDNA copy numbers in SCM were compared between blastocysts with (BC; n = 39) and 
without (Non-BC; n = 14) BC. Y axis, copy number of cf-mtDNA in 20 μL of SCM. P < 0.01.  
B: Y axis, copy number of cf-mtDNA in 20 μL of SCM. X axis, number of BC episode in 
corresponding expanded blastocyst. Spearman coefficient (r), 0.30. P < 0.01.  
Abbreviations: BC, blastocyst collapse; cf-mtDNA, cell-free mitochondrial DNA; SCM, spent 






Fig 10. Comparison of tEB–tSB and tEB–tB durations between blastocysts with and without BC. 
Boxplots show blastocysts with (BC; n = 39) and without (Non-BC; n = 14) BC. Y axis, 
durations between tEB–tSB (A) or tEB–tB (B) (hours). P < 0.01. Abbreviations: BC, blastocyst 
collapse; tEB–tB, duration between blastocyst stage (tB) and expanded blastocyst (tEB); tEB–









Fig 11. Correlation between cf-mtDNA abundance in SCM and tEB–tSB and tEB–tB durations 
using data from morphologically good blastocysts. 
A: Y axis, copy number of cf-mtDNA in 20 μL of SCM. X axis, tEB-tSB durations (hours). 
Spearman coefficient (r), 0.29. P = 0.07.  B: Y axis, copy number of cf-mtDNA in 20 μL of 
SCM. X axis, tEB-tB durations (hours). Spearman coefficient (r), 0.35. P = 0.02. Abbreviations: 
cf-mtDNA, cell-free mitochondrial DNA; SCM, spent culture medium; tEB–tB, duration 
between blastocyst stage (tB) and expanded blastocyst (tEB); tEB–tSB, duration between start of 






Fig 12. Comparison of cf-mtDNA abundance in SCM between blastocysts with and without BC 
using the data from good blastocysts.  
Cf-mtDNA copy numbers of SCM were compared between blastocysts with BC (BC; n = 27) and 
without BC (Non-BC; n = 13). Y axis, copy number of cf-mtDNA in 20 μL of SCM. P = 0.02. 
Abbreviations: BC, blastocyst collapse; cf-mtDNA, cell-free mitochondrial DNA; SCM, spent 









Abundance of cell-free mitochondrial DNA in spent culture medium associated with 
morphokinetics and blastocyst collapse of expanded blastocysts. 
 
Single blastocyst transfer (SBT) is a useful method of reducing the likelihood of multiple 
pregnancies that place patients at risk. Morphological evaluation with microscopy is a typical 
noninvasive approach used in embryo selection. In addition to morphological evaluation, 
morphokinetic data of embryos, including profiles of embryo cleavage and developmental speed 
obtained using a time-lapse incubator, closely relate to clinical pregnancy rates (CPR), euploidy, 
and live birth rates (LBR). A pre-implantation genetic test (PGT) has recently been developed to 
select chromosomally normal embryos before SBT, which improves CPR and reduces 
spontaneous abortion rates. Although these evaluation methods are useful for embryo selection, 
the LBR after elective SBT remains low, at 40%–70%. Therefore, other parameters are needed 
for embryo evaluation. Spent culture medium (SCM) contains cell-free DNA (cf-DNA) derived 
from embryos and might serve as a non-invasive marker of embryo status. The mitochondrial 
DNA (mtDNA) than nuclear DNA is detected in SCM because cells and embryos harbor more 
copies of the mitochondrial, than the nuclear genome. However, how abundance of cf-mtDNA in 
SCM relates to the developmental events and quality of the blastocysts remains unknown. In this 
retrospective observational study investigated relationships between the abundance of cell-free 
mitochondrial DNA (cf-mtDNA) in SCM of human expanded blastocysts and their 
morphokinetics to address the question of whether the abundance of cf-mtDNA in SCM could 
predict the quality of blastocysts. The physiological status of patients considerably affects the 
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quality of embryos. Therefore, we investigated whether patient status affects the abundance of cf-
mtDNA in SCM. We confirmed that the abundance of cf-mtDNA in SCM was not associated 
with the age, or the BMI, AMH level, or cumulative OPU and ET cycles of patient. These results 
indicate that patient-associated factors did not strongly affect cf-mtDNA abundance in the SCM 
in the present study. Furthermore, we found no significant differences in cf-mtDNA abundance in 
the SCM with respect to morphological blastocyst quality (ICM and TE grades). In the other 
hands, we found that cf-mtDNA abundance in the SCM significantly and positively correlated 
with the duration of tEB–tSB and of tEB–tB. In addition, when the data were filtered by 
morphological blastocysts grade, the difference was also observed in good blastocysts. 
Furthermore, we identified a positive association between cf-mtDNA abundance in SCM and the 
presence and frequency of blastocysts collapse (BC), and confirmed longer tEB–tSB and tEB–tB 
duration in blastocysts with, than without BC. BC is a hallmark of poor embryo quality, which 
results in low CPR and LBR in human blastocyst transfer. These and the present results suggest 
that BC is one cause of delayed blastocyst expansion, and that BC increases the abundance of cf-
mtDNA in the SCM. Stigliani et al. associated abundance of cf-mtDNA in the SCM of early 
cleaved embryos (Day 3) with good blastocyst formation and implantation rates. Stigliani et al. 
also summarized data derived from multi-center studies and found higher cf-mtDNA abundance 
in the SCM of embryos derived from younger, than older patients. Therefore, they concluded that 
cf-mtDNA abundance in the SCM of early-stage embryos is a positive predictive marker of 
embryo development and clinical outcome. Hammond et al. also found more cf-mtDNA in the 
SCM in day 5 and 6 embryos than in the medium of day 3 embryos, showing that embryos stage-
specifically secrete cf-mtDNA. We targeted cf-mtDNA abundance in the SCM at the expanded 
blastocyst stage on days 5 or 6. Thus, the different developmental stage could explain the 
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contradictory conclusions. In conclusion, this study revealed more abundant cf-mtDNA in the 
SCM of embryos with delayed blastocyst expansion and BC. This suggests that cf-mtDNA 
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